Preparation of activated aromatic acid derivatives as ligands in antitumor platinum complexes by Gregorič, Luka
 
 
UNIVERZA V LJUBLJANI 









UNIVERZA V LJUBLJANI 
FAKULTETA ZA KEMIJO IN KEMIJSKO TEHNOLOGIJO 







Priprava aktiviranih derivatov aromatskih karboksilnih 



























Spodaj podpisani Luka Gregorič sem avtor diplomskega dela z naslovom: Priprava 




S svojim podpisom zagotavljam, da: 
 
 je diplomsko delo rezultat mojega raziskovalnega dela pod mentorstvom doc. dr. 
Martina Gazvode; 
 
 sem poskrbel, da so dela in mnenja drugih avtorjev, ki jih uporabljam v 
predloženem diplomskem delu, navedena oziroma citirana v skladu z navodili; 
 
 se zavedam, da je plagiatorstvo, v katerem so tuje misli oziroma ideje 
predstavljene kot moje lastne, kaznivo po zakonu (Zakon o avtorski in sorodnih 
pravicah – uradno prečiščeno besedilo (ZASP-UPB3) (Ur. list RS, št. 16/2007); 
 
 sem poskrbel za slovnično in oblikovno korektnost diplomskega dela; 
 









Zahvaljujem se mojemu mentorju doc. dr. Martinu Gazvodi za pomoč pri načrtovanju 
eksperimentov in interpretaciji rezultatov. 
Zahvaljujem se prof. Janezu Košmrlju za omogočanje opravljanja diplomskega dela na 
Katedri za organsko kemijo. 
Zahvaljujem se mag. Anžetu Ivančiču za pomoč pri delu v laboratoriju in pri izvedbi 
eksperimentov. 
Zahvaljujem se tudi vsem ostalim članom Katedre za organsko kemijo, ki so pripomogli 





Priprava aktiviranih derivatov aromatskih karboksilnih kislin kot ligandov v 
protitumorskih platinskih kompleksih 
Povzetek: 
Cisplatin je eno izmed osrednjih zdravil za raka, vendar njegovo uporabo omejuje njegova 
toksičnost. Naša predlagana substanca za blaženje stranskih učinkov cisplatina je galna 
kislina. V okviru diplomske naloge smo optimizirali postopek za pripravo aromatskega 
estra in ga uporabili na galni kislini. Postopek je služil kot modelna reakcija za pripajanje 
galne kisline kot aksialnega liganda na Pt(IV) kompleks. Ker galna kislina ni dobro topna 
v organskih topilih, smo najprej acilirali njene OH skupine, kar je pričakovano povečalo 
njeno topnost. Tako ester benzojske kisline in 4-cianofenola kot ester acilirane galne 
kisline in 4-cianofenola smo pripravili preko kislinskega klorida teh kislin. Kislinske 
kloride smo pripravili z uporabo oksalil in tionil klorida. Nastanke estrov smo potrdili z 
1H NMR analizo. 
 
Ključne besede: galna kislina, aromatska kislina, protitumorsko delovanje, Pt(IV) 
kompleksi 
 
Preparation of activated aromatic acid derivatives as ligands in antitumor platinum 
complexes 
Abstract: 
Cisplatin is one of the most used cancer medicines, but its use is being limited by its 
toxicity. To mediate its side effects, we proposed the use of gallic acid. In this diploma 
thesis, we optimized the process for preparation of aromatic esters and used the 
aforementioned process for the preparation of gallic acid ester. This reaction served as an 
analogue for the addition of gallic acid to Pt(IV) complex as an axial ligand. Because of 
gallic acid’s poor solubility in organic solvents, we first acylated its OH groups and in 
this way increase its solubility. Both benzoic acid ester and gallic acid ester were prepared 
by first preparing acyl chloride derivatives of those acids. Acyl chlorides were prepared 
by using either oxalyl or thionyl chloride. Synthesized esters were confirmed by 1H NMR 
analysis. 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
COX  citokrom c oksidaza   
Ctr1   bakrovi transporter visoke afinitete 1 
DCC   N,N'-dicikloheksilkarbodiimid  
DCM   diklorometan 
DMF   dimetilformamid 
DMSO dimetil sulfoksid  
DMAP 4-dimetilaminopiridin 
DNA  deoksiribonukleinka kislina 
DPOAE distorzijski produkt otoakustičnih emisij 
EtOAC etil acetat 
et. al.  in ostali 
FDA  Food and Drug Administration 
FTIR   Fourerovo transformirana infrardeča spektroskopija 
GPx  glutation peroksidaza 
HDAC histonska deacetilaza  
HMG  proteini z visoko mobilnostjo 
MDA  malondialdehid 
NHE-1 natrij-vodikov ionski transporter 
NMR   jedrska magnetna resonanca 
PDK  piruvat dehidrogenaza kinaza  
SOD  superoksiddimutaza 
TLC   tankoplastnakromatografija 
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1.1 Rak in zgodovina zdravljenja le tega 
Rak je skupek različnih bolezni, pri katerih se celice začnejo nekontrolirano deliti in 
prehajati v sosednja tkiva. V svetovnem merilu je rak, takoj za srčno-žilnimi boleznimi, 
najpogostejši razlog za smrt. Pojavi se lahko skoraj kjer koli v telesu, zato se lahko 
različne oblike raka zelo razlikujejo [1]. 
Zaradi raznolikosti rakavih obolenj je zdravljenje le teh zelo zahtevno, saj ni 
univerzalnega zdravila, ki bi lahko ozdravil vse njegove pojavne oblike [1]. Zato imamo 
več različnih načinov spopadanja z rakom glede na njegov tip in na stanje bolnika. 
Najstarejši in velikokrat najučinkovitejši način je kirurški poseg [2], kjer se s pomočjo 
skalpelov ali drugih ostrih rezil fizično odstrani cel tumor ali del tumorja (da lahko lažje 
nanj vplivajo ostala zdravila). Kirurška odstranitev tumorja je primerna le za nekaj 
specifičnih tipov tumorja in je popolnoma neučinkovita pri nekaterih drugih oblikah, kot 
je npr. levkemija [2].  
Poleg kirurškega posega med načine zdravljenja vključujemo še radiacijsko terapijo [2], 
kjer s pomočjo uporabe velikih doz radioaktivnega sevanja uničimo rakave celice ali pa 
vsaj inhibiramo njihovo rast, imunoterapijo [3], kjer stimuliramo imunski sistem, da je 
bolj učinkovit pri uničevanju rakavih celic, ter novejši tehniki tarčne terapije [4]. Pri 
slednji inhibiramo točno določene procese v rakavih celicah, ki so specifične prav za tisto 
vrsto raka in mu tako preprečimo rast. Druge vrste so še hormonske terapije, kjer 
preprečimo telesu proizvajati hormone, ki jih rak potrebuje za lastno rast [5, 6]. Ta se 
uporablja predvsem pri raku na dojki in prostati [5, 6]. Zadnji način zdravljenja pa je 
kemoterapija. 
Kemoterapija je način zdravljenja raka s pomočjo uporabe kemoterapevtikov, preko 
njihove infuzije v bolnikov krvožilni sistem. Kemoterapevtiki so skupina zdravil, ki kot 
nespecifični znotrajcelični strupi preprečujejo celično delitev in vodijo v apoptozo 
rakavih celic [7]. Največja težava pa ni v njihovi učinkovitosti, temveč v mnogih stranskih 
učinkih, ki se pojavijo pri uporabi velikih doz. Prav tako je večina kemoterapevtikov pri 
premajhnih dozah popolnoma neučinkovitih. Zato je dodelitev prave doze pri 
kemoterapiji eno izmed največjih vprašanj [8]. 
Obstaja veliko vrst kemoterapevtikov med katere sodijo antimetaboliti, protitumorski 
antibiotiki, inhibitorji topoizomeraz, inhibitorji mitoze in alkilirajoči citostatiki, med 
katere spadajo tudi platinasti kompleksi kot je npr. cisplatin [9]. 
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1.2 Opis cisplatina in njegova uporaba 
Cisplatin, s sistematičnim imenom cis-diamindikloridoplatina(II), je zdravilo za raka, ki 
preprečuje rast rakavih celic in njihovo delitev v telesu [10]. 
 
Ima molekulsko formulo [Pt(NH3)2Cl2] in molsko maso 300.01 g/mol. Pri sobni 
temperaturi je snov rumene barve s tališčem pri 270 ˚C. Ima kvadratno planarno 
konfiguracijo (slika 1). 
 
 
Slika 1: Strukturna formula cisplatina 
Uporablja se ga lahko za zdravljenje raka testisov, jajčnikov, materničnega vratu, dojke, 
mehurja, glave, vratu, požiralnika, pljuč in možganskih tumorjev. Tako kot veliko drugih 
kemoterapevtikov se ga vnaša intravenozno [10]. 
1.2.1 Zgodovina cisplatina 
Cisplatin je leta 1845 prvič sintetiziral italijanski zdravnik Peyrone in je ostal znan le kot 
Peyronova sol [11]. Od odkritja potencialne antiproliferativne aktivnosti cisplatina in 
kasnejše odobritve za klinično uporabo leta 1978 s strani FDA, pa se cisplatin uvršča med 
najbolj obetavna zdravila proti raku. Prav zato, ker cisplatin nespecifično napade le 
proliferacijo, je lahko učinkovit kot zdravilo za mnoge oblike raka, kot so npr. rak 
testisov, jajčnikov, glave, vratu, mehurja, materničnega vratu in požiralnika [11]. 
 
Po nadaljnjih raziskavah, se je hitro odkrila njegova toksičnost in neučinkovitost [11]. 
Splošna toksičnost in nizka biološka razpoložljivost sta zelo omejili njegovo terapevtsko 
uporabo. Poleg tega je znano, da so nekateri tumorji, kot so kolorektalni in nemajhni 
pljučni rak, že od samega začetka odporni na cisplatin, medtem ko so drugi, kot npr. raki 
na jajčnikih in pljučih, hitro pridobili odpornost na zdravilo, saj je izpostavljenost 
cisplatinu lahko povzročila nastanek fenotipa, ki je odporen na prek cisplatina inducirano 
apoptozo [11]. 
 
1.2.2 Mehanizem delovanja cisplatina 
Najpogostejši mehanizem vstopa cisplatina v celico je preko difuzije ali pa z aktivnim 
transportom preko specifičnih receptorjev [12]. Cisplatin lahko uporabi tudi visoko 
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afinitetne proteine za prenos bakra (Ctr1), da doseže znotrajcelične predele celice. To je 
še posebej pogosto pri bakterijah in sesalcih [12]. 
 
Sam mehanizem delovanja cisplatina na celico kot tudi sprožitev apoptoze je kompleksen 
in še ne popolnoma znan. Vemo pa, da deluje na hitro proliferajoče se celice. Ker so 
najhitreje proliferajoče se celice v teoriji rakave celice, te tudi najbolj prizadane [13].  
V celici cisplatin hidrolizira, pri čemer nastane zelo reaktiven nabit platinski kompleks 
cis-[PtCl(NH3)2(H2O)]
+. Ta kompleks se na DNA koordinira preko adeninske ali 
gvaninske baze [13]. Lahko se koordinira že samo prek ene vezi. V nasprotnem primeru 
se predhodno odstrani še preostali kloridni ligand in platina se lahko veže na drugo 
nukleotidno bazo (ki mora še vedno biti adeninska ali gvaninska) [13]. Adukt cisplatin-
DNA prepoznajo HMG proteini, med katere spadajo tudi proteini, ki popravljajo DNA. 
Ti se tesno vežejo na kompleks cisplatin-DNA. Vezava cisplatina povzroča odstranitev 
nalagalnih interakcij nukleotidnih baz, zaradi česar se DNA vijačnica zareže na nekaj 
mestih [13]. Takšne spremembe DNA nato inhibirajo mitozo in celično delitev prizadete 
celice, kar nato vodi v apoptozo [13]. 
 
Shema 1: Hidroliza cisplatina v celici in njegova vezava na DNA 
  
LUKA GREGORIČ                   Priprava aktiviranih derivatov aromatskih karboksilnih kislin kot 




1.3 Stranski učinki cisplatina 
Zaradi svoje nespecifičnosti je cisplatin eden bolj toksičnih kemoterapevtikov z veliko 
stranskimi učinki [14]. Med manj signifikantne spadajo: 
- slabost [14]; 
- bruhanje [14]; 
- hemolitična anemija – krvna motnja, ki se pojavi, ko se rdeče krvne celice uničujejo 
hitreje, kot jih telo proizvaja. Ta ima lahko veliko možnih posledic v razponu od skoraj 
neopaznih do življenjsko nevarnih oblik [14, 15]; 
- zmanjšanje elektrolitov v krvi, še posebej magnezijevih, kalcijevih in kalijevih ionov 
[14] 
  
Med pomembnejše spada nevrotoksičnost – poškodba živcev [14]. Pogosti nevrološki 
neželeni učinki cisplatina vključujejo poškodbe vida in motnje sluha. Ti se običajno 
pojavijo kmalu po začetku zdravljenja. Vendar pa do sedaj ni dokazov, da bi cisplatinov 
primarni mehanizem delovanja (tj. sprožitev apoptoze s poseganjem v replikacijo DNA) 
lahko pojasnil opažene nevrološke stranske učinke [16]. Nekatere študije pa nakazujejo, 
da bi lahko cisplatin zaviral NHE-1, ki se nahaja predvsem v celicah perifernega živčnega 
sistema. To pa bi lahko pojasnilo drugi mehanizem cisplatina (tj. mehanizem, ki povzroča 
njegovo nevrotoksičnost), ki vpliva tako na živčni sistem kot tudi na ostale, do sedaj še 
nepojasnjene stranske učinke [16]. 
 
Naslednji zelo pomemben stranski učinek je nefrotoksičnost. Ta je tudi najpogostejši 
razlog za zmanjševanje doz pri njegovi uporabi [14]. Do sedaj ni znano nobeno zdravilo, 
ki bi blažilo nefrotoksičnost povzročeno s cisplatinom. Obetajoče zdravilo je amifostin, 
vendar se le tega še vedno raziskuje [17]. Možni je še način s terapijo hidratacije, ki se je 
izkazala za veliko bolj učinkovito tudi pri visokih dozah cisplatina [18] 
 
Zadnji signifikantni stranski učinek cisplatina je ototoksičnost – poškodbe receptorjev in 
živcev v notranjem ušesu [14]. Gre za reverzibilno ali ireverzibilno izgubo sluha ali za 
močno donenje v ušesih [19]. Do sedaj je ototoksičnost (poleg nefrotoksičnosti) eden 
izmed najhujših stranskih učinkov uporabe cisplatina in tudi eden izmed najtežje 
ozdravljivih. Pri uporabi cisplatina se sluh pacienta lahko poslabša za 30–100 %. Odstotki 
nihajo glede na genetsko predispozicijo, starost in velikost doze. Ker je doza eden izmed 
glavnih dejavnikov, ki vplivajo na ototoksičnost, mora biti ta veliko manjša, če so ostali 
dejavniki tveganja pri pacientu previsoki. Zmanjšanje doze posledično vpliva tudi na 
zmanjšano protitumorsko delovanje cisplatina [20]. 
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1.4 Strategije izboljšanja cisplatinov 
Cisplatin lahko modificiramo, tako da mu dodamo aksialne ligande, ki blažijo katerega 
koli izmed njegovih signifikantnih stranskih učinkov (to so nevrotoksičnost, 
nefrotoksičnost in ototoksičnost), ali pa mu dodamo ligande, ki imajo tudi sami po sebi 
protitumorski učinek. Pri vezavi aksialnih ligandov se njegova planarna struktura 
spremeni v oktaedrično. 
Pri tem moramo paziti, da novo dobljeni produkt nima večje toksičnosti kot sam cisplatin, 
kot npr. pri staraplatinu. Ta se sicer še vedno uporablja pri nekaterih hudih oblikah raka 
na dojki ali na prostati, vendar zaradi velikega tveganja nastajanja krvnih strdkov ni 
priporočljiv. Prav tako njegova uporaba ni priporočljiva zaradi staraplatinovega vpliva na 
plodnost in ostalih stranskih učinkov, ki so primerljivi s cisplatinom [21]. 
Aksialni ligandi se odcepijo od cisplatina samo v tarčnih celicah, zato uvrščamo z njimi 
modificiran cisplatin med prozdravila.  
Prozdravila so molekule brez signifikantne farmakološke aktivnosti zunaj tarčnih celic, 
ki se pretvorijo v aktivno zdravilo in vivo z encimskimi, kemijskimi reakcijami ali s 
kombinacijo obeh [22, 23]. Prozdravila so lahko naključno odkrita (saj se nahajajo v 
naravi [23]) ali pa sintetično ustvarjena. Pri naključno odkritih lahko pride do težav 
usmerjanja, ali do neželenih farmakoloških učinkov, zato je vse večja težnja po umetni 
sintezi prozdravil. Pri umetni sintezi, se lahko le ta izognejo mnogim pomanjkljivostim 
naključno odkritih prozdravil, saj so popolnoma neaktivna zunaj tarčnih celic in imajo 
pogosto boljše usmerjanje [22, 23]. Med umetno sintetizirana prozdravila spadajo tudi 
derivati cisplatina. 
 
Pri cisplatinu so se do sedaj dobro izkazala prozdravila trojnega učinka. To so učinkovine 
pri katerih na cisplatin vežemo, kot aksialne ligande, dve različni substanci [24]. 
Alternativa prozdravilom trojnega učinka, so zdravila s simetrično vezavo, ki pa so se do 
sedaj izkazala za manj učinkovita [24]. Največkrat se kot aksialni ligandi uporabijo 
inhibitorji COX, inhibitorji PDK ali inhibitorji HDAC. Zato se za substance, ki se jih veže 
kot aksialne ligande na cisplatin, uporabljajo dikloroacetat, valproat ali aspirin [24]. 
Prozdravila trojnega učinka so sicer mnogo bolj citotoksična proti vsem do sedaj 
testiranim celičnim linijam, kot cisplatin ali njegovi simetrični derivati. Vendar pa so 
omenjene spojine še veliko bolj toksične proti rakavim celicam. Ko uporabimo manjšo 
koncentracijo novonastalih kompleksov, da dobimo citotoksičnost primerljivo cisplatinu, 
imajo lahko tudi do 50-krat močnejšo antitumorsko aktivnost [24].  
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1.5 Načini vezave na cisplatin 
Sintezo aksialnih platinovih kompleksov se lahko izvede na dva načina. Pri enem od 
možnih načinov gre za vezavo aksialnih ligandov na cisplatin preko oksoplatina. 
Oksoplatin je sintetiziran s pomočjo vodikovega peroksida. Aktiviranemu kompleksu 
nato dodamo želene aksialne ligande. Ligandi morajo biti simetrični anhidridi 
karboksilnih kislin ali kislinski kloridi, ki so nato vezani na cisplatin in inaktivirani vse 
do vstopa v celico, ko se odcepijo s platinastega kompleksa s pomočjo redukcije (shema 
2) [24, 25]. 
 
Shema 2: Reakcijska shema pripajanja dveh aksialnih ligandov platinastemu (IV) 
kompleksu preko oksoplatina 
Prvo pripajanje liganda je potrebno izvesti v topilu DMSO pri nizkih koncentracijah 
oksoplatina, medtem ko je drugo izvedeno v acetonitrilu pri mnogo večjih koncentracijah 
novo nastalega kompleksa [24]. 
Drugi način vezave učinkovin na platinast kompleks poteče preko sinteze asimetričnega 
acetoimidnega kompleksa, ki je oksidiran samo na eni strani in je tako stabilnejši. 
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Enostranska oksidacija omogoča bolj natančno vezavo ene skupine, saj je kot tarča za 
aksialni ligand na voljo samo še eno reaktivno mesto. Sinteza v tem primeru poteče v 
dveh korakih. V prvem koraku se sintetizira peroksiacetamidna kislina ob dodatku 
acetonitrila v vodikov peroksid. Ta kislina je zelo reaktivna in ob njenem dodatku na 
cisplatin ga z ene strani zavaruje (saj se veže tja acetamidni del) in z druge aktivira (zaradi 
vezave OH skupine) (shema 3). Ta reakcija poteče v raztopini acetonitrila in metanola. 
Na novonastali kompleks lahko nato vežemo aksialni ligand v obliki simetričnega 
anhidrida, ali kislinskega klorida [26]. 
 
 
Shema 3: Reakcijska shema dodatka aksialnega liganda platinastemu (IV) kompleksu z 
uporabo peroksiacetimidne kisline. 
1.6 Galna kislina 
Galna kislina ali 3,4,5-trihidroksibenzojska kislina je kislina, ki jo najdemo v številnih za 
zdravje pomembnih rastlinah ali živilih, kot so orehi, ruj, čajni listi in hrastova skorja 
[27]. Zanjo je že dolgo znano, da kaže močne antioksidativne učinke, tako kot mnoge 
druge fenolne kisline. Galna kislina, kot tudi druge fenolne kisline, izraža svoje 
antioksidativne učinke tako, da neposredno odstranjuje proste radikale, inaktivira encime, 
ki so odgovorni za proizvodnjo reaktivnih kisikovih vrst in poveča aktivacijo 
antioksidacijskih encimov (kot sta SOD in GPx) [28, 29]. 
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Ototoksičnost, ki je do sedaj največja ovira za pogostejšo uporabo cisplatina, se 
signifikantno zmanjša pri hkratni uporabi galne kisline, kot je bilo to dokazano pri testih 
na podganah z uporabo DPOAE (graf 1) testov [30]. 
 
Graf 1: Prikaz DPOAE rezultatov po šestih dneh testiranja. Slika je vzeta iz literature s 
privoljenjem avtorja CC BY 4.0. Edina sprememba je prevod besedila v slovenščino 
[20] 
Rezultati biokemijske analize na podganah so pokazali, da so bile ravni MDA v tkivih 
notranjega ušesa v skupini, ki je bila izpostavljena le cisplatinu, bistveno višje kot v 
kontrolni skupini. MDA je bil tu uporabljen kot indikator oksidativnega stresa. Istočasno 
so se aktivnosti SOD in GPx v tkivih notranjega ušesa znatno zmanjšale v primerjavi s 
kontrolno skupino. Povišane ravni MDA nam nakazujejo na pojav oksidativnega stresa. 
Tega si lahko pojasnjujemo, da je nastal delno zaradi samega cisplatina in delno zaradi 
njegove inhibicije delovanja SOD in GPx [20]. 
 
Pri podganah iz skupin, ki so prejemale samo galno kislino (torej kontrolna skupina), in 
tistih, ki so prejemale tako cisplatin kot galno kislino, niso bile opažene nobene 
signifikantne razlike med ravnmi MDA, aktivnostjo SOD in aktivnostjo GPx. Poleg tega 
so bile ravni MDA pri podganah iz skupine, ki so prejemale galno kislino skupaj s 
cisplatinom, bistveno nižje od tistih, ki so prejemale samo cisplatin, medtem ko so bile 
aktivnosti SOD in GPx skoraj enake kot pri kontrolni skupini, torej bistveno višje. Vsi ti 
rezultati nakazujejo na to, da galna kislina ščiti tudi pred oksidativnim stresom, ki ga 
povzroča ototoksični učinek cisplatina [20]. 
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2 Namen dela in hipoteze 
Namen diplomskega dela je bila priprava aktiviranih derivatov aromatskih karboksilnih 
kislin, ki bi potencialno lahko služili kot ligandi v platinskih kompleksih. Za glavni cilj 
smo si zadali aktivacijo aromatske kisline in reakcijo le-te s šibkim nukleofilom, npr. 
fenolom ali cianofenolom, in nato preizkusiti njeno vezavo še na OH skupine v Pt(IV) 
kompleksu na osnovi cisplatina. 
Hipoteze 
1) Galno kislino je možno aktivirati v obliko kislinskega klorida ali anhidrida in preko 
te aktivirane oblike je mogoče pripraviti njen ester. 
2) Galno kislino je možno pripeti na OH skupine Pt(IV) kompleksa na osnovi cisplatina, 
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3 Rezultati in razprava 
V diplomskem delu je bila izbrana galna kislina kot osrednja aromatska kislina, ki bi bila 
uporabljena kot aksialni ligand v Pt(IV) kompleksu. 
Ker obstajajo znani postopki za pripajanje karboksilnih kislin na Pt(IV) komplekse, je za 
uporabljeno učinkovino ključno, da spada med njih. Galna kislina tukaj ustreza tem 
zahtevam, zato je bolj primerna za uporabo, kot druge učinkovine, ki niso karboksline 
kisline, vendar imajo boljše protitumorsko delovanje ali blaženje signifikantnih stranskih 
učinkov cisplatina. 
Galna kislina je bila izbrana na podlagi do sedaj že znanih raziskav glede njenega 
zaščitnega učinka pri zaviranju ototoksičnosti cisplatina in zaradi njenega pro-
apoptotskega učinka na rakave celice [28, 29]. 
Ker do sedaj še ni sintetiziranega kompleksa galna kislina-Pt(IV), ne moremo vedeti, 
kakšni bodo učinki tega kompleksa. 
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3.1 Poskus aktivacije galne kisline in sinteza estra 
3.1.1 Poskus sinteze galnega estra preko galnega klorida 
Pri poskusih aktivacije galne kisline v kislinski klorid smo uporabili znan postopek za 
aktivacijo z oksalil kloridom in znan postopek za aktivacijo s tionil kloridom [31, 32, 33]. 
Sinteza kislinskega klorida iz karboksilne kisline preko oksalil klorida je zaželjena, saj so 
pogoji za sintezo kislinskega klorida pri tem postopku blagi. Vse kar se potrebuje je DMF, 
katerega oksalil klorid modificira v mnogo bolj reaktiven intermediat, pri tem pa sta 
stranska produkta le CO in CO2. Ta reaktiven intermediat je dovolj reaktiven, da 
deprotonira karboksilno kislino. Zaradi tega lahko pride do vezave kloridnega iona na 
karboksilni ion, ki ga kasneje spremeni v kislinski klorid [31]. 
Postopek z uporabo oksalil klorida se je izkazal za neprimernega za delo z galno kislino, 
najverjetneje zaradi njene netopnosti v diklorometanu. Reakcija je potekla le delno, kar 
je bilo razvidno iz NMR spektrov, vendar je bila pretvorba izjemno nizka, v surovem 
produktu smo dobili praktično samo nezreagirano galno kislino in fenol. 
 
Shema 4: Poskus sinteze estra galne kisline z uporabo oksalil klorida 
Pri drugi literaturni metodi se uporabi čisti tionil klorid kot topilo za galno kislino [33] in 
se tako izogne težavi slabe topnosti galne kisline. 
 
Shema 5: Poskus sinteze estra galne kisline z uporabo tionil klorida 
Kljub uspešni pretvorbi kisline v kislinski klorid, na kar je nakazovala njena boljša 
topnost in TLC analiza, je bila sinteza estra neuspešna. 
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3.1.2 Poskus sinteze galnega estra z uporabo DCC 
Po neuspelih poskusih preko kislinskega klorida, smo poskusili aktivirati galno kislino z 
DCC, po Steglich-ovi esterifikaciji. To je postopek esterifikacije karboksilnih kislin z 
alkoholi ali tioli v blagih pogojih. Esterifikacija poteka brez potrebe po predhodnem 
preoblikovanju kisline ali njene dodatne aktivacije, saj se ta zgodi in situ z dodanim 
karboimidnim reagentom. Poleg diklorometana, ki je najpogosteje uporabljen, lahko 
uporabimo tudi druga aprotična topila, kot sta tetrahidrofuran in acetonitril. Reakcijo 
lahko uporabimo za sintezo estrov iz različnih kislin in alkoholov. Lahko jo uporabimo 
tudi na kislinah, ki imajo poleg karboksilne skupine tudi alkoholno skupino, kar je 
pomembno pri galni kislini. Mehanizem reakcije je prikazan na spodnji shemi [34, 35].   
Mi smo uporabili kot substrat galno kislino in 4-cianofenol. Uporabili smo že uveljavljen 
postopek [34]. Prav tako smo uporabili ta postopek pri kasnejših poskusih priprave estra 
benzojske kisline. 
 
Shema 6: Mehanizem Steglich-ove esterifikacije 
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Shema 7: Poskus sinteze galnega estra z uporabo DCC 
Glede na 1H NMR in TLC analizo reakcija ni potekla do želenega produkta. 
3.2 Poskus sinteze simetričnega galnega anhidrida 
Pri poskusu priprave anhidrida smo uporabil že uveljavljen postopek [36], čeprav je bil 
članek iz literature dvomljivo napisan. 
Prav tako je opaženo pomanjkanje zanesljivih spektralnih podatkov o galnem anhidridu, 
saj je v viru priložen le FTIR spekter ter ni podatkov o čiščenju ali izkoristku priprave 
tega anhidrida. 
Pri tem postopku je zelo pomemben nastanek simetričnega anhidrida, saj lahko v primeru 
tvorbe mešanega anhidrida pri pripajanju aksialnih ligandov na cisplatin dobimo neželene 
produkte.  
 
Shema 8: Poskus priprave simetričnega galnega anhidrida 
Tako iz TLC, barvne spremembe in iz NMR rezultatov je bilo razvidno, da ni prišlo do 
sinteze želenega anhidrida. Prav tako ni bilo več izhodne spojine v končnem produktu. 
Po opisanem času smo izvedli vakumsko destilacijo (slika 2). Uspešno smo oddestilirali 
acetanhidrid in ocetno kislino ter analizirali preostanek z 1H NMR analizo. Pri tem nismo 
dobili želenega produkta. 
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Slika 2: Uporaba vakumske črpalke za odstranjevanje ocetne kisline in acetanhidrida. 
3.3 Uporaba benzojske kisline kot analoga za galno kislino 
Ker smo sklepali, da je glavna težava pri reaktivnosti galne kisline njena netopnost, smo 
ponovili izbrane postopke, le da smo zdaj namesto galne kisline uporabili benzojsko 
kislino. Izbrana je bila, ker je prav tako aromatska kislina, a zaradi odsotnosti 
hidroksidnih skupin veliko bolj topna v nepolarnih topilih, kot je npr. diklorometan. 
 
Priprave anhidrida nismo ponovili, saj pri tem postopku ni bilo težave v netopnosti galne 
kisline (v celoti se je raztopila v acetanhidridu), temveč neuspešnost reakcije, tj. tvorba 
želenega simetričnega anhidrida. 
 
Sintezi z uporabo tionil klorida in DCC metoda nista bili uspešni, kar so pokazali tako 
TLC kot 1H NMR spekter. 
 
Vendar pa je bila reakcija z oksalil kloridom zelo uspešna, kar so pokazali tako TLC kot 
1H NMR spektri (slika 3, poglavje 4.3.1) (pretvorba je bila 85 %). Zato smo sklepali, da 




Shema 9: Sinteza klorida benzojske kisline 
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Shema 10: Sinteza 4-cianofenil benzoata 
 
3.4 Priprava estrov galne kilsine preko aciliranega derivata galne 
kisline 
Zaradi uspešnosti sinteze 4-cianofenil benzoata smo nato poiskali derivat galne kisline, 
ki bi bil topen v diklorometanu. Derivat, za katerega smo se odločili, je bil 3,4,5-
triacetoksi benzojska kislina. Ta je bil izbran zaradi že znanega postopka sinteze [37]. 
Prav tako je znan tudi postopek sinteze 3,4,5-triacetoksi benzoil klorida. 
3.4.1 Aciliranje galne kisline 
 
Shema 11: Priprava 3,4,5-triacetoksi benzojske kisline 
Za sintezo 3,4,5-triacetoksi benzojske kisline smo uporabili že znan postopek [37]. 
Dobljeni produkt sicer ni bil čist, nastalo je namreč veliko ocetne kisline, vendar smo jo 
brez večjih težav odstranili. To sta potrdili tudi 1H NMR (slika 4, poglavje 4.4.1) in 
temperatura tališča, ki sta bila skladna z literaturo. 
Izkoristki po sušenju so bili nekoliko manjši od tistih v literaturi, vendar še vseeno 
primerljivi (η: 67 %, lit[37] η: 78 %). 
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3.4.2 Priprava 3,4,5-triacetoksi benzoil klorida 
 
Shema 12: Tvorba kislinskega klorida 3,4,5-triacetoksi benzojske kisline 
3,4,5-Triacetoksi benzojsko kislino smo pripravili po že znanem postopku [37]. Ponovil 
smo ga dvakrat in potrdili nastanek pričakovanega produkta tako s TLC in meritvijo 
tališča kot tudi z 1H NMR (slika 5, poglavje 4.4.2), . Tudi tu je bilo znano le tališče in ne 
1H NMR spekter, zato smo lahko primerjali samo temperaturo tališča mojega produkta s 
poročano temperaturo tališča. Izkoristek je bil tudi tukaj primerljiv z literaturnim (η: 87.2 
%, lit[37] η: 94.2 %). 
 
Shema 13: Sinteza 4-cianofenil 3,4,5-triacetoksibenzoata 
Za pripravo 4-cianofenil 3,4,5-triacetoksibenzoata smo uporabili enak postopek, kot smo 
ga uporabili pri sintezi 4-cianofenil benzoata. Reakcijo smo ponovili dvakrat, saj je 
prevelika količina novonastale HCl ali uporaba le te pri spiranju pri ekstrakciji, 
najverjetneje odstranila katero od acilnih skupin, kar se je bilo razvidno iz 1H NMR 
spektra. 
 
Da bi se temu izognili, smo izvedeli celotno reakcijo z manjšimi količinami klorida in 4-
cianofenola, medtem ko smo povečali količino piridina. Tudi pri kasnejši ekstrakciji in 
spiranju s HCl smo uporabili namesto 1 M, 0,1 M HCl. 
 
Kljub temu je 1H NMR spekter pokazal, da spojina še vedno ni čista, zato natančnejše 
karakterizacije nismo mogli izvesti. Je pa to pokazalo na možnost hitre odstranitve 
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acilnih skupin, kar pomeni, da jih bomo brez težav odstranili, ko bomo pripravljali 
neaciliran ester galne kisline. 
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4 Eksperimentalni del 
Vse izhodne kemikalije, omenjene v tem poglavju, so komercialno dostopne in so bile 
uporabljene brez dodatnega čiščenja, razen kjer je to posebej navedeno. 
Tališča so bila izmerjena s Koflerjevim mikroskopom z ogrevalno mizico Leica Galen III 
in niso korigirana. 
Za tankoplastno kromatografijo smo uporabljali TLC ploščice (Fluka Analytical) s 
silikagelskim matriksom na aluminijastih nosilcih, impregnirane s fluorescenčnim 
indikatorjem (λe = 254 nm). Opazovali smo jih pod UV-svetilko (CAMAG) pri valovnih 
dolžinah 254 nm in 366 nm. Mobilna faza je bila vedno EtOAC : petroleter 1 : 1, razen 
kjer je posebej navedeno drugače. 
NMR spektri so bili posneti z BRUKER DPX 300 NMR spektrometrom. Kemijski 
premiki protonskih resonanc so podani glede na standardni signal CDCl3 (δ = 7.26 ppm). 
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4.1 Poskus aktivacije galne kisline in sinteza estra 
Izvedeli smo tri različne postopke aktivacije galne kisline, vendar so bili vsi neuspešni. 
4.1.1 Poskus tvorbe kislinskega klorida galne kisline z uporabo oksalil klorida, ter 
sinteza njenega estra 
 
V 100 mL bučko smo dodali 1,88 g (11 mmol) galne kisline, nato še 30 mL CH2Cl2. Nato 
smo dodali eno kapljico DMF in ob mešanju na ledeni kopeli dodali 1,7 mL (20 mmol) 
oksalil klorida. Reakcijo smo pustili teči čez noč pri sobni temperaturi. Nato smo odparili 
preostali oksalil klorid z rotavaporjem, sprali z 15 mL CH2Cl2 in dodali zmes fenola 0,750 
g (8 mmol) in piridina (0,89 mL, 10 mmol) raztopljenega v 20 mL CH2Cl2. Zmes smo 
dodajali po kapljicah ob mešanju pri sobni temperaturi. Reakcijo smo nato pustili teči čez 
noč pri sobni temperaturi. Dobili smo zmes galne kisline in fenola. 
 
4.2 Poskus priprave simetričnega anhidrida galne kisline 
 
V bučko smo natočili 20 mL acetanhidrida (203 mmol), dodali 2,01 g (12 mmol) galne 
kisline, ter pustili na refluksu 2 h. Potem smo z vakumsko destilacijo odparili 
acetanhidrid. Reakcijo smo ponovili tudi tako, da smo jo pustili reakcijo teči na refluksu 
čez noč. Pri obeh postopkih smo dobili rjavo tekočino, po vakumski destilaciji pa bledo 
rjavkast trden produkt. 1H NMR analiza surovega preostanka v obeh primerih nista 
nakazovala na uspešno reakcijo, ampak na kompleksno reakcijsko zmes. 
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4.3 Aktivacija benzojske kisline in sinteza estra 
4.3.1 Kloriranje benzojske kisline z oksalil kloridom 
 
V 100 mL bučko smo dodali 1,22 g (10 mmol) benzojske kisline in jo raztopili v 30 mL 
DCM. Na ledeni kopeli smo ob mešanju dodali dve kapljici DMF in 1,7 mL (20 mmol) 
oksalil klorida. Vse smo tudi prepihali z argonom ter pustili reakcijo teči čez noč. 
 
Po kapljicah smo dodajali raztopino 100 μL (11 mmol) piridina in 119 mg (1,2 mmol) 
cianofenola v DCM, raztopljenemu benzojskemu kloridu v DCM na ledeni kopeli. Nato 
smo pustili reakcijo teči čez noč pri sobni temperaturi. 
Ekstrakcijo estra smo izvedli tako, da smo dodali 20 mL DCM in 20 mL 1 M HCl, ter 
stresali v liju ločniku. Organsko fazo smo posušili z Na2SO4 in odparili DCM. 
1H NMR 
spekter je nakazoval na uspešno pretvorbo v pričakovan produkt z 85 % pretvorbo. 
1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 8.27 – 8.17 (m, 2H), 7.83 – 7.71 (m, 2H), 7.71 – 7.66 (m, 
1H), 7.62 – 7.49 (m, 2H), 7.45 – 7.34 (m, 2H). Spekter se ujema z literaturo [38]. 
LUKA GREGORIČ                   Priprava aktiviranih derivatov aromatskih karboksilnih kislin kot 









LUKA GREGORIČ                   Priprava aktiviranih derivatov aromatskih karboksilnih kislin kot 




4.4 Aciliranje galne kisline in priprava estra 
4.4.1 Aciliranje galne kisline 
 
3,4 g (20 mmol) Galne kisline smo raztopili v 11,1 mL (120 mmol) acetanhidrida na 
ledeni kopeli. Nato smo mešanici dodali 2 mL piridina. Reakcijska zmes se je čez noč 
mešala. 
Nato smo celotno raztopino prelili v čašo z ledeno mrzlo vodo in nevtralizirali do pH 2 z 
1 M HCl. Po nevtralizaciji smo izvedeli ekstrakcijo z EtOAC (2x 30 mL). Organsko fazo 
smo sprali s slanico in posušili z Na2SO4. Dobili smo 5,051 g produkta. Po sušenju je bil 
izkoristek η: 67 % 
Ttal 164.7–170.2 °C (lit [37] 170–172 °C) 
1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 7.85 (s, 2H), 2.31 (s, 9H), manjka COOH. 
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Slika 4: 1H NMR spekter 3,4,5-triacetoksi benzojske kisline. V spektru se vidijo tudi 
ostanki acetanhidrida in ocetne kisline. Vodik COOH skupine se ne vidi v spektru. 
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4.4.2 Priprava kislinskega klorida 
 
1 g posušene 3,4,5-triacetoksi benzojske kisline (3,4 mmol) smo raztopili v 20 mL DCM. 
Nato smo raztopini dodali 0,73 mL SOCl2 (10,1 mmol) in 2 kapljici DMF. Raztopino smo 
refluktirali na 65 °C 3h. Nato smo odparili topilo in dobili 1,05 g čistega produkta (3.0 
mmol). η: 87.2 % 
Ttal 108.3–113.1°C (lit[37] 107–108°C) 
1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 7.84 (s, 2H), 2.31 (s, 9H). 
 
Slika 5:1H NMR spekter 3,4,5-triacetoksi benzojskega klorida. 
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4.4.3 Sinteza 4-cianofenil 3,4,5-triacetoksibenzoata. 
 
180 mg (0,5 mmol) 3,4,5-triacetoksi benzojske kisline smo raztopili v 10 mL DCM. 
Mešanici smo med mešanjem na ledeni kopeli po kapljicah dodali 500 μL (55 mmol) 
piridina. Nato pa smo dodali še 60 mg (0,5 mmol) 4-cianofenola raztopljenega v 5 mL 
DCM. Pri tem se je kadilo. Reakcijo smo pustili teči čez noč. 
Raztopino smo sprali z 60 mL 0,1 M HCl v liju ločniku. Nato smo organski fazi dodali 5 
mL DCM, jo posušili z Na2SO4 in odparili topilo. Dobili smo 201 mg trdnega produkta.
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Prvo delovno hipotezo smo potrdili, saj je galno kislino mogoče aktivirati v kislinski 
klorid. Druge pa nismo ne potrdili ne zavrgli, saj nismo prišli do dela s cisplatinom zaradi 
težav pri aktivaciji galne kisline. 
V okviru diplomske naloge smo optimizirali postopek za pripravo estrov aromatskih 
kislin, če so bili ti predhodno topni v nepolarnih topilih. Postopek je povzet po 
literaturnem postopku in nudi zanesljive in ponovljive rezultate, brez potrebe po 
nadaljnjem čiščenju. 
Pri pripravi simetričnega anhidrida smo naleteli na veliko težav, ki niso bile omenjene v 
literaturi. Prav tako naš zadnji eksperiment aciliranja galne kisline nakazuje na 
neskladnost s trditvami v literaturi. 
Po neuspelih poskusih pretvorbe galne kisline v kislinski klorid, smo sklepali, da je njena 
slaba topnost odgovorna za neuspele reakcije, zato smo jih ponovno izvedli z benzojsko 
kislino. Po uspešni sintezi estra benzojske kisline (kar so potrdili tudi rezultati 1H NMR), 
smo se odločili potrditi naše sklepe z aciliranjem galne kisline. Z uvedbo acilnih skupin 
se je topnost novonastalega produkta dovolj povečala, da smo lahko izvedli nadaljnje 
sintezne postopke. 
Tudi priprava acilnega klorida je bila uspešna. Priprava estra acilirane galne kisline se je 
na podlagi rezultatov 1H NMR izkazala za učinkovito. Po čiščenju bi lahko preprosto 
odstranili acilne skupine s kompleksa in tako dobili čist ester galne kisline. Nov postopek 
bi bilo smiselno preizkusiti še na cisplatinu, oziroma na Pt(IV) analogu, če se galna kislina 
uspešno veže kot aksialni ligand, in preveriti protitumorsko učinkovitost tega kompleksa. 
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